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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
A bovinocultura é um dos grandes destaques do agronegócio brasileiro e ocupa 
um importante papel no cenário mundial, além de proporcionar o desenvolvimento de 
dois segmentos rentáveis, as cadeias produtivas da carne e do leite (IBGE, 2016). 
Segundo dados do IBGE (2016), o rebanho bovino brasileiro atingiu seu recorde em 
2015 com 215,2 milhões de cabeças.  
A produção de leite no Brasil em 2015 foi de 35 bilhões de litros, com 
aproximadamente 21,8 milhões de vacas ordenhadas (IBGE, 2016). Com a expansão 
e desenvolvimento constante da cadeia produtiva do leite, torna-se evidente a busca 
pela maior produtividade e eficiência reprodutiva dos animais. Dentro deste cenário, 
qualquer fator que impeça o bom funcionamento deste setor acarreta grandes 
prejuízos, como é o caso dos problemas reprodutivos, que estão diretamente 
relacionados com a queda da produtividade dos animais (LEFEBVRE & STOCK, 
2012). 
No momento do parto o útero bovino é invadido por uma grande variedade de 
bactérias patogênicas, que normalmente são eliminadas durante o processo natural 
de involução uterina. Em alguns casos essas bactérias persistem desencadeando as 
doenças uterinas, que causam comprometimento da função do órgão (SHELDON et 
al., 2008).  
As infecções uterinas afetam negativamente a eficiência reprodutiva do 
rebanho, pois além de estarem associadas à redução das taxas de concepção ao 
primeiro serviço e aumento do intervalo entre partos, correspondem a uma das 
principais causas de infertilidade e descarte involuntário de animais (LEFEBVRE & 
STOCK, 2012). 
Dentre as doenças uterinas no pós-parto, a metrite e endometrite possuem 
grande destaque devido aos impactos causados na saúde e bem-estar dos animais, 
além dos prejuízos econômicos. A metrite é uma doença de caráter agudo, que 
acomete os animais logo na primeira semana após o parto e possui elevada incidência 
nas propriedades leiteiras. Devido a uma falha na resposta imune do hospedeiro, 
essas enfermidades persistem em até 20% dos animais na forma de endometrite 
(SHELDON et al., 2009). A principal causa dessas infecções é a contaminação 
11 
 
bacteriana, geralmente por bactérias como Escherichia coli, Trueperella pyogenes, 
Prevotella spp. e Fusobacterium necrophorum (BEKANA et al., 1994; KÖNIGSSON et 
al., 2001; SHELDON e DOBSON, 2004; WILLIAMS et al., 2005). 
São muitos os desafios que compreendem o periparto de vacas leiteiras. Entre 
eles está a diminuição da ingestão de matéria seca, a maior demanda energética para 
produção de leite e a alteração brusca promovida no metabolismo dos animais, sendo 
estes os principais fatores responsáveis pela depressão do sistema imune e maior 
predisposição à ocorrência de enfermidades (HAMMON et al., 2006;  KIMURA; GOFF; 
KEHRLI, 1999). Segundo Leblanc et al. (2006) e (2012), pode levar até três semanas 
após o parto para ocorrer o restabelecimento da função imune. 
Além destes fatores, a resposta imune também pode ser influenciada pela fase 
do ciclo estral, de acordo com o hormônio esteróide predominante (LEWIS, 2004). 
Segundo a literatura, a progesterona promove uma supressão das defesas imunitárias 
uterinas predispondo a ocorrência de infecções, enquanto o estradiol permite uma 
melhor atividade das células do sistema imune inato e consequente resistência à 
infecções (BORGES, HEALEY e SHELDON, 2012; FISCHER et al., 2010; LEWIS, 
2004).   
Outra possibilidade é a influência da raça sobre a resposta imune e intensidade 
da resposta inflamatória, pois segundo Martin et al. (2008) e Figueiredo et al. (1997), 
existem importantes diferenças na fisiologia e comportamento reprodutivo entre as 
subespécies. Segundo Benjamin et al. (2016); Glass et al.  (2005); Piper et al. (2008) 
e (2010), animais das raças Bos taurus desenvolvem uma resposta inflamatória mais 
exacerbada a patógenos quando comparada aos Bos indicus. Outro exemplo é a 
menor concentração plasmática de progesterona e estradiol das vacas Nelores 
quando comparadas às taurinas (SARTORELLI et al., 2005).  
Uma das opções de avaliação da resposta imune inata é a dosagem e 
expressão gênica de citocinas e quimiocinas, moléculas produzidas a partir do 
reconhecimento de agentes patogênicos por receptores do hospedeiro. Essas 
moléculas são conhecidas como agentes quimiotáxicos e desencadeiam respostas de 
outras células, como os fagócitos, responsáveis pela eliminação do corpo estranho 
(DELVES et al., 2013). 
Desta forma, torna-se necessário o desenvolvimento de pesquisas que visem 
uma maior compreensão dos mecanismos moduladores da resposta imune inata em 
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bovinos e assim, um melhor entendimento a respeito das infecções uterinas, bem 
como possíveis formas de prevenção e tratamento.  
Uma opção para o desenvolvimento desta linha de pesquisa é a utilização de 
modelos in vitro, como a cultura de órgãos ex vivo (COEX), que permitem induzir uma 
resposta inflamatória que mimetiza as doenças uterinas e desta forma, avaliar a 
resposta do tecido endometrial. Essa resposta é medida através da dosagem de 
citocinas obtidas no sobrenadante do cultivo celular, sob diversas condições e 
concentrações hormonais. No caso de bovinos, estes COEX têm a vantagem de 
serem coletados de tratos reprodutivos de animais logo após o abate, não havendo a 
necessidade de procedimentos invasivos em animais vivos.  
Sendo assim, objetivou-se com este estudo avaliar a influência da raça e 
aptidão (leite ou corte) sobre a resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo ao 
lipopolissacarídeo em diferentes concentrações, tempo e tratamentos hormonais com 
progesterona e estradiol. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
Imunidade Inata 
 
O sistema imune inato corresponde à segunda barreira de defesa do organismo 
contra agentes patogênicos, ativado quando há perda da integridade das barreiras 
físicas e caracterizado por mecanismos celulares e químicos de resposta rápida 
(TIZARD, 2009a).  
O organismo do hospedeiro direciona seus mecanismos de defesa inata para 
os locais de invasão microbiana e lesão tecidual, que irão desencadear uma série de 
reações, caracterizando a inflamação. O processo inflamatório envolve a ativação e 
migração de diversas células, principalmente de neutrófilos e macrófagos, 
responsáveis pela eliminação dos agentes invasores (TIZARD, 2009b). 
As células de defesa do organismo possuem dois tipos de receptores de 
reconhecimento de padrões associados à lesão, responsáveis pelo reconhecimento 
dos sinais de perigo e ativação das células do sistema imune inato, através da ligação 
desses receptores as alarminas (DAMPs) e aos PAMPs (padrões moleculares 
associados à patógenos). As alarminas são moléculas liberadas por células mortas 
ou por células que foram lesionadas. Os PAMPs são moléculas expressas por 
bactérias, fungos e vírus, reconhecidas por receptores de reconhecimento de padrões 
(PRR) presentes nas células sentinelas do organismo hospedeiro, como os 
macrófagos, células dendríticas e os mastócitos (TAKEUCHI e AKIRA, 2010).  
Os receptores de reconhecimento de padrões podem ser expressos na 
superfície de células imunitárias ou no citoplasma de células epiteliais e do estroma 
endometrial. As células endometriais bovinas expressam os receptores do tipo TLR1, 
TLR2, TLR4 e TLR6. Os receptores TLR1, TLR2 e TLR6 reconhecem os lipopeptídeos 
bacterianos, enquanto os TLR4 detectam o LPS (HERATH et al., 2006; TAKEUCHI e 
AKIRA, 2010; TURNER et al., 2014).  
Os receptores tipo Toll-like (TLRs) são os principais receptores de 
reconhecimento de padrões. Os TLRs que se localizam na superfície das células 
reconhecem principalmente proteínas e lipoproteínas microbianas, como o LPS, 
lipopolissacarídeo presente em algumas bactérias (CRONIN et al., 2012; HERATH et 
al., 2006; TURNER et al., 2014). O LPS é uma endotoxina constituinte da membrana 
externa de bactérias gram-negativas, como a Escherichia coli, responsável por sua 
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patogenicidade. Essa molécula é um dos tipos de PAMP, sendo reconhecido pelo 
organismo do hospedeiro através dos receptores do tipo TLR4 dos macrófagos e 
células endometriais, que, ao se ligar à molécula patogênica estimula a liberação de 
citocinas e quimiocinas inflamatórias (DELVES et al., 2013). 
O fator de necrose tumoral (TNF-α) juntamente com as interleucinas IL-1, IL-6, 
IL-8 e IL-12 são os principais mediadores pró-inflamatórios produzidos após o 
reconhecimento e ligação ao patógeno. O TNF-α promove a ativação, atração, 
migração e aderência dos leucócitos no local da invasão, além de potencializar a 
liberação de citocinas e quimiocinas. Quando associado a IL-1 promove alterações 
nas células do endotélio vascular, aumentando a adesão dos neutrófilos (TIZARD, 
2009b).  
A IL-1β é um dos tipos de IL-1 produzida pelos monócitos e estimula a produção 
de IL-6 e IL-8, que atuam recrutando os neutrófilos e macrófagos responsáveis pela 
fagocitose e eliminação bacteriana. A citocina IL-6 estabelece uma resposta precoce 
a infecções, promovendo o recrutamento de leucócitos e desenvolvimento de 
linfócitos, estimulação e regulação das proteínas de fase aguda, além da secreção de 
anticorpos pelas células plasmáticas. Já a quimiocina IL-8 é um potente fator 
quimiotático e ativador de neutrófilos e linfócitos T (PÉTRILLIP et al., 2007; 
SCHAEFER et al., 2004; VEERDONK  et al., 2011). 
 
Influência dos hormônios esteroides na imunidade inata 
 
De acordo com a literatura, a progesterona (P4) é conhecida por promover 
supressão do sistema imune em bovinos e outros mamíferos, deixando assim o 
organismo mais susceptível a infecções. Em contrapartida, sabe-se que o estradiol 
promove recrutamento e melhor atividade das células imunitárias, aumentando a 
capacidade de defesa do organismo contra agentes patogênicos (BORGES, HEALEY 
e SHELDON, 2012; LEWIS, 2004). 
A progesterona modula o sistema imune das fêmeas de várias maneiras. Uma 
delas é atuando nos canais de potássio e íons-cálcio da membrana celular das células 
T, inibindo a expressão gênica destas células e suprimindo sua função efetora. Além 
disso, sob altas concentrações, atua nos linfócitos T inibindo a liberação de ácido 
aracdônico e a atividade das células NK, modificando o balanço das citocinas 
(MICHELON et al., 2006).  
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Segundo Su et al. (2009), a progesterona inibe a resposta imune inata quando 
desafiada com LPS através da inibição do fator nuclear NF-kβ nos macrófagos, 
impedindo assim a expressão dos receptores TLR4 e consequentemente, a produção 
de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, a P4 inibe também a ativação da enzima 
iNO sintetase, impedindo a produção de óxido nítrico pelos macrófagos e a destruição 
das células invasoras (SU et al., 2009).  
Em estudos realizados com cultura de órgãos ex vivo (COEX), tecidos 
endometriais quando expostos ao LPS produziam quantidades crescentes de 
prostaglandinas. Porém, quando adicionada a progesterona ao meio notou-se uma 
redução significativa desta produção (HERATH et al., 2006). Sabe-se que PGF2α 
promove um aumento na capacidade de fagocitose dos neutrófilos, além de 
potencializar sua quimiotaxia. Desta forma, supõe-se que a supressão da produção 
de prostaglandinas constitui uma outra via de modulação da resposta imune realizada 
pela progesterona (LEWIS, 2004). 
Por outro lado, o estradiol atua modulando positivamente a resposta imune, 
estimulando a expressão de IL-1Β e desempenhando um importante papel no 
recrutamento das células imunitárias  (HERATH et al., 2006; WIRA et al., 2010).  
 
Resposta Imune no pós-parto  
 
A resposta imune das vacas no período pós-parto é comprometida devido às 
grandes mudanças que ocorrem no metabolismo destes animais durante a fase final 
da gestação e o início da lactação. Esta fase é conhecida como período de transição 
e compreende as três semanas antes e as três semanas após o parto. Neste período 
há um aumento expressivo na demanda de nutrientes para produção de leite, aliado 
ao baixo consumo de matéria seca, o que resulta em um quadro de balanço energético 
negativo (BEN), onde há quantidade insuficiente de nutrientes disponíveis frente à 
grande exigência  (RABELO e CAMPOS, 2009). 
O balanço energético negativo pode ter início nos últimos dias que antecedem 
o parto ou logo após o mesmo, concomitante ao início da lactação e pode afetar até 
80% das vacas leiteiras (BORGES et al., 2013). Por ser um período de grande desafio 
para o organismo destes animais, cerca de 75% das doenças ocorrem nos primeiros 
30 dias pós-parto (DPP). Em geral, essa elevada incidência ocorre devido à redução 
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da função imune, que na maioria dos casos permanece de duas semanas antes até 
três semanas após o parto (LEBLANC et al., 2006).  
A grande variação hormonal que ocorre próxima ao parto com elevadas 
concentrações sanguíneas de estrógeno e corticóides, aliadas a queda da 
progesterona plasmática, promovem uma redução de até 30% na ingestão de matéria 
seca (IMS). Sendo assim, a IMS, o balanço energético negativo, a perda de escore de 
condição corporal e a resistência a insulina freqüentes neste período, contribuem para 
permanência da supressão imunológica (LEBLANC, 2012). 
Devido à diminuição de glicose sanguínea durante o estado de balanço 
energético negativo, ocorre uma mobilização das reservas corporais para obtenção 
de energia suplementar (DRACKLEY, 1999). Os metabólitos provenientes desta 
mobilização como os ácidos graxos não-esterificados (NEFA) e o β-hidroxibutirato 
(BHBA), em níveis elevados levam a quadros de doenças metabólicas e redução da 
imunidade, além de serem fatores predisponentes a ocorrência de doenças 
reprodutivas (LEBLANC, 2010; ROCHE, 2006). 
O NEFA é o metabólito sanguíneo resultante da mobilização das reservas 
corporais. Quando em elevadas concentrações na corrente sanguínea, corresponde 
ao principal indício de ocorrência do BEN  (CHAPINAL et al., 2011).  Segundo 
Hammon et al. (2006), a presença de concentrações aumentadas de NEFA no 
sangue, durante o período de BEN, promove menor atividade neutrofílica no periparto 
dos animais. Tendo em vista que os neutrófilos representam a principal defesa 
fagocitária frente ao desafio bacteriano, os níveis elevados de NEFA estão 
relacionados a maiores ocorrências de retenção de placenta e doenças uterinas no 
pós-parto (CHAPINAL et al., 2011; DUBUC et al., 2010). 
A função fagocitária dos neutrófilos é dependente da captação de glicose, a 
qual se encontra deficiente quando em estado de BEN. Sendo assim, sabe-se que 
este seja um dos fatores que perturbam a qualidade de resposta destas células frente 
ao desafio bacteriano (ESPOSITO et al., 2014; TURNER et al., 2016; WATHES et al., 
2009; WEISDORF, CRADDOCK e JACOB, 1982).  
Apesar dos mecanismos da atividade reduzida dos polimorfonucleares no 
período de transição de vacas leiteiras não estarem bem esclarecidos, sabe-se que a 
função dos neutrófilos encontra-se prejudicada (KIMURA et al., 2002). De acordo com 
a literatura, níveis elevados de NEFA e BHBA são indicativos de prejuízos na função 
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das células imunes com implicações na saúde uterina após o parto (CHAPINAL et al., 
2011; DUBUC et al., 2010; KLUCIŃSKI et al., 1988). 
 
Doenças uterinas do pós-parto 
 
A ocorrência de balanço energético negativo, aborto e distocia estão entre os 
principais fatores de risco associados ao estabelecimento das infecções uterinas 
(ESPOSITO et al., 2014; SHELDON et al., 2006; SHELDON et al., 2009). A retenção 
de placenta, metrite e endometrite são consideradas as principais doenças que 
acometem o trato reprodutivo da fêmea bovina após o parto (DUBUC et al., 2010; 
SHELDON et al., 2009) 
A retenção de placenta consiste na não expulsão total ou parcial das 
membranas fetais em até 12 horas após o parto, devido à falha nas separações das 
vilosidades da placenta fetal (cotilédones) com as criptas maternas (carúnculas) 
(JUNIOR e MARTELLI, 2014). É considerada importante fator de risco para a metrite, 
uma vez que, de 30 a 50% das vacas que tiveram retenção de placenta desenvolvem 
metrite (SHELDON et al., 2009; LEBLANC, 2007). 
A metrite é uma doença de caráter agudo que geralmente ocorre logo na 
primeira semana após o parto. É classificada em leve, moderada e grave de acordo 
com os sinais clínicos. A metrite leve é caracterizada clinicamente por um aumento 
anormal do útero, acompanhado de descarga uterina purulenta e de odor fétido, sem 
a presença de sinais sistêmicos. A metrite moderada, além de apresentar os sinais 
clínicos da metrite leve, é acompanhada por sintomatologia sistêmica, como febre, 
desidratação, anorexia, prostação e queda na produção de leite. Já a metrite grave, 
além dos sinais apresentados nos quadros anteriores, difere-se pela presença de 
sinais de toxemia (DUBUC, 2011; MARQUES JÚNIOR, MARTINS e BORGES, 2011). 
De 20 a 40% dos animais de alta produção, mantidos em sistemas intensivos, 
apresentam metrite na primeira semana pós-parto e este quadro persiste em até 20% 
dos animais na forma de endometrite clínica (SHELDON et al., 2009). 
A endometrite pode ser classificada em clínica e subclínica. A endometrite 
clínica ocorre entre 21 e 28 DPP e é caracterizada por descarga uterina purulenta aos 
21 DPP ou mucopurulenta a partir dos 26 DPP. Já a endometrite subclínica não 
apresenta alterações macroscópicas, sendo diagnosticada através do exame de 
citologia endometrial e definida através da contagem de neutrófilos na lâmina, superior 
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a 18% entre 21 e 33 DPP, ou superior a 10% entre 34 e 47 DPP (MARQUES JÚNIOR, 
MARTINS e BORGES, 2011; SHELDON et al., 2009). 
A ocorrência de doenças uterinas tem interferência direta na eficiência 
reprodutiva dos animais. Animais com retenção de placenta apresentam maior 
predisposição ao desenvolvimento de metrite e endometrite (MAIZON et al., 2004), 
além de redução da interleucina-8 um potente quimioatrator de células efetoras do 
sistema imune (WISCHRAL et al., 2001). Segundo Konyves et al. (2009), os animais 
que desenvolvem metrite no pós-parto apresentam diminuição da taxa de concepção 
à primeira inseminação, aumento do intervalo entre partos e de dias em aberto.  
Diminuição da taxa de crescimento do folículo dominante, aumento do intervalo 
do parto à primeira ovulação, bem como o aumento do descarte involuntário, são 
fatores observados no pós-parto de animais que apresentam endometrite (ROCHE, 
2006). 
 
Técnica de cultura de órgãos ex vivo (COEX) 
 
A técnica de COEX ou modelo ex vivo consiste no cultivo de fragmentos de 
tecidos, incubados em placas, com meio de cultura e temperatura semelhante à 
corpórea, obtidos com o auxílio de punch de biópsia ou bisturi. Esta técnica visa 
mimetizar as condições do organismo vivo, com a vantagem da não utilização 
experimental de animais. Entre outras vantagens da técnica está a detenção do 
controle sobre as condições ambientais e a obtenção de resultados mais fidedignos 
por se conhecer exatamente as doses das substâncias de interesse utilizadas 
diretamente no local desejado (BANSAL et al., 2009; RANDALL, TURTON e FOSTER, 
2011).  
Este método, que se encontra em aprimoramento, além de permitir a dosagem 
de hormônios e mensuração da produção de proteínas, possibilita também a avaliação 
morfológica dos órgãos avaliados (KOLF-CLAUW et al., 2009; MAHABOOB BASHA, 
BAZER e ROBERTS, 1979). 
O tempo de incubação e a viabilidade celular estão entre as principais 
limitações da técnica. Apesar de ser eficaz em mimetizar as condições in vivo o tecido 
não permanece íntegro por um longo período, pois com o cessar do aporte sanguíneo 
entra em estado de hipóxia e posterior degradação tecidual (RANDALL, TURTON e 
FOSTER, 2011). Vários estudos e adaptações da técnica estão sendo realizados com 
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o objetivo de aumentar o tempo de incubação dos COEX sem comprometer a 
viabilidade celular e a integridade do tecido (KOLF-CLAUW et al., 2009; RANDALL, 
TURTON e FOSTER, 2011). 
Segundo Borges, Healey e Sheldon (2012) e Saut et al. (2014), a cultura de 
COEX de endométrio é viável por preservar a arquitetura do tecido e por ser capaz de 
gerar respostas imunes funcionais frente ao desafio com bactérias ou seus padrões 
moleculares associados à patógenos (PAMPs). Além disso, as respostas imunes 
geradas pelos COEX são menos suscetíveis a inflamações estéreis, sendo estas 
caracterizadas pela estimulação do sistema imune inato em situações de lesão 
tecidual e celular, com liberação de citocinas e quimiocinas, que desencadeiam um 
processo inflamatório semelhante ao que ocorre na presença de patógenos. Os 
processos inflamatórios causados por lesão tecidual podem mascarar o resultado do 
experimento e torná-lo menos fidedigno (BORGES, HEALEY e SHELDON, 2012).  
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CAPÍTULO 2 - PRODUÇÃO DE IL-1β E IL-6 EM EXPLANTES EX VIVO DE 
ENDOMÉTRIO DE VACAS NELORE E MESTIÇAS TRATADAS COM LPS E 
ESTEROIDES OVARIANOS  
RESUMO - As infecções uterinas frequentemente acometem vacas leiteiras no 
período pós-parto, causando sérios prejuízos no desempenho reprodutivo. Contudo, 
nas vacas de corte, essas doenças são menos frequentes e de menor importância 
quando comparadas com as vacas de leite. Para testar a hipótese de que o 
endométrio de fêmeas mestiças leiteiras (Bos taurus x Bos indicus) quando desafiado 
com lipopolissacarídeos (LPS) apresenta resposta inflamatória distinta quando 
comparado ao de fêmeas de corte da raça Nelore (Bos indicus) e que essas respostas 
são influenciadas pelos hormônios esteroides ovarianos, objetivou-se avaliar a 
resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo de fêmeas bovinas de aptidão 
corte da raça Nelore e de fêmeas mestiças leiteiras ao LPS em diferentes 
concentrações, tempo e tratamentos hormonais com progesterona e estradiol. Foram 
utilizados 32 tratos reprodutivos de vacas pós-púberes Nelore (n=15) e mestiças 
leiteiras (n=17), além de amostras de sangue coletadas no momento do abate dos 
animais para dosagem sérica de progesterona (P4). Os fragmentos de endométrio 
(explantes) foram coletados e cultivados durante 24 ou 48 horas, em meio controle, 
ou meio contendo LPS (1 ou 2 μg/mL) ou pré-tratamento com estradiol (3 pg/mL) ou 
progesterona (5 ng/mL). Os sobrenadantes foram colhidos para dosagem de IL-1Β e 
IL-6. Não houve diferença no acúmulo das IL-1β e IL-6 entre as raças avaliadas 
quando estimuladas com concentrações de LPS de 1 ou 2 μg/mL no meio de cultivo 
celular. O pré-tratamento com progesterona ou estradiol não interferiu na produção 
destas interleucinas. Concluiu-se que culturas de endométrio bovino ex vivo de 
animais Nelore (aptidão corte) e mestiços (aptidão leite) apresentam produção 
semelhante de IL-1Β e IL-6 quando desafiados com LPS e que esta resposta não foi 
afetada pelos estágios do ciclo estral, hormônios esteroides exógenos em resposta 
ao desafio com LPS no meio de cultivo celular. 
Palavras-Chave: bovinos, citocinas, doenças uterinas, imunidade inata, progesterona 
 
ABSTRACT -  Uterine infections often affect dairy cows in the postpartum period, 
causing significant losses in reproductive performance. However, these uterine 
diseases are less frequent and important in beef cows when compared to dairy cows. 
The hypothesis of this study was that the endometrium of crossbred dairy cows (Bos 
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taurus x Bos indicus) when challenged with lipopolysaccharide (LPS) presents a 
different inflammatory response compared to Nellore (Bos indicus) females and that 
these responses are influenced by ovarian steroid hormones. This study aimed to 
evaluate the innate immune response of ex vivo bovine endometrium from beef 
(Nelore) and dairy (crossbred) cows when challenged with lipopolysaccharide (LPS) at 
different concentrations, exposure times and progesterone or estradiol hormone 
pretreatments. For this purpose, thirty-two reproductive traits were used from Nelore 
(n=15) and crossbred dairy (n=17) postpubertal cows, also blood samples to measure 
progesterone (P4) at the time of slaughter were collected. Endometrial tissues 
(explants) were collected and cultured for 24 or 48 hours in a control medium or 
medium containing LPS (1 or 2 μg/mL), and or pretreatment with estradiol (3 pg/mL) 
or progesterone (5 pg/mL). Supernatants were harvested for IL-1Β and IL-6 dosage. 
There was no difference in the accumulation of IL-1β and IL-6 between breeds when 
challenged with both LPS concentrations (1 or 2 μg/mL) in the cell culture medium. 
Pretreatment with progesterone or estradiol did not interfere in the production of these 
interleukins. It was concluded that ex vivo organ cultures of bovine endometrium from 
beef (Nelore) and dairy (crossbred) cows show similar production of IL-1Β and IL-6 
when challenged with LPS and that this response was not affected by the estrous cycle 
stages, exogenous steroid hormones in response to challenge with LPS in the cell 
culture medium. 
Keywords: bovine, cytokines, uterine diseases, innate immunity, progesterone 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
As infecções uterinas afetam negativamente a eficiência reprodutiva do 
rebanho e estão entre as principais causas de infertilidade e descarte involuntário 
(LEFEBVRE & STOCK, 2012). Entre as doenças uterinas do pós-parto, a metrite e 
endometrite ganham destaque devido aos impactos causados na saúde e bem-estar 
dos animais, além dos prejuízos econômicos (SHELDON et al., 2009). 
A prevalência das infecções uterinas no pós-parto de vacas leiteiras é elevada, 
acometendo cerca de 50% dos animais (LEBLANC, 2014; LEBLANC, OSAWA & 
DUBUC, 2011). Os sistemas metabólico, endócrino e imunológico estão diretamente 
associados, de forma que, qualquer alteração em um destes sistemas promove  
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diminuição na competência imune e aumenta a susceptibilidade a infecções 
(PITTMAN, 2011; TREVISI et al., 2011). O balanço energético negativo (BEN) e a 
decorrente supressão da resposta imune, frequentes neste período, estão entre os 
principais fatores relacionados à ocorrência destas infecções (DUBUC et al., 2010; 
ESPOSITO et al., 2014; LEBLANC, OSAWA & DUBUC, 2011).  
A resposta imune também pode ser modulada pelos esteroides ovarianos de 
acordo com a fase do ciclo estral em que o animal se encontra (LEWIS, 2004). De 
acordo com a literatura, a progesterona promove supressão das defesas imunitárias 
uterinas predispondo a ocorrência de infecções, enquanto o estradiol permite uma 
melhor atividade das células do sistema imune inato e consequente resistência às 
infecções (BORGES, HEALEY & SHELDON, 2012; FISCHER et al., 2010; LEWIS, 
2004). 
A intensidade da resposta inflamatória também difere conforme a raça devido 
a diferenças significativas na fisiologia e no comportamento reprodutivo dos animais 
taurinos e zebuínos (FIGUEIREDO et al., 1997). De acordo com Benjamin et al. 
(2016), Glass et al. (2005), Piper et al. (2008) e (2010), os animais taurinos 
desenvolvem uma resposta inflamatória mais exacerbada a patógenos quando 
comparados aos zebuínos. Além disso, vacas Nelore apresentam menor 
concentração plasmática de progesterona e estradiol (MARTIN et al., 2008) e menor 
incidência de infecções uterinas quando comparadas as de origem taurina 
(SARTORELLI  et al., 2005). 
A partir da hipótese de que o endométrio ex vivo de vacas Bos taurus (aptidão 
para leite) quando desafiado com lipopolissacarídeos (LPS) apresenta resposta 
inflamatória distinta quando comparada as vacas Bos indicus (aptidão para corte) e 
que essas respostas são influenciadas pelos hormônios esteroides, objetivou-se 
avaliar a resposta imune inata do endométrio bovino ex vivo ao LPS em diferentes 
concentrações, tempo e tratamentos hormonais com progesterona e estradiol. 
 
 
 
2. METODOLOGIA 
 
2.1. Animais e local de execução 
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O estudo foi conduzido no Laboratório de Saúde em Grandes Animais 
(LASGRAN) da Universidade Federal de Uberlândia – FAMEV/UFU. Foram utilizados 
32 tratos reprodutivos (útero e ovários) e amostras de sangue coletadas de vacas 
mestiças e da raça Nelore, não gestantes e sem evidência de doenças clínicas, 
provenientes do abatedouro Santa Lúcia, localizado no município de Araguari – MG. 
 
2.2. Coleta das amostras 
 
Os tratos reprodutivos e as amostras de sangue foram coletados no abatedouro 
e acondicionados em caixas térmicas devidamente refrigeradas e conduzidas ao 
Laboratório de Saúde em Grandes Animais (LASGRAN – FAMEV/UFU) para análise 
e processamento do material. Os úteros foram avaliados macroscopicamente e 
somente os não gestantes e sem evidência de doenças clínicas foram utilizados no 
experimento. Os respectivos ovários também foram analisados para determinação da 
fase do ciclo estral, posteriormente confirmada através da dosagem sérica de 
progesterona. 
 
2.3. Processamento das amostras 
 
Após a seleção dos úteros, iniciou-se o processamento individual de cada peça. 
A superfície externa foi lavada com álcool 70% e, com o auxílio de tesoura estéril foi 
realizada uma incisão longitudinal no corno uterino ipsilateral ao ovário com corpo 
lúteo, ou no caso de anestro, o que apresentava uma estrutura dominante. 
Após a exposição do endométrio, este foi lavado com solução de Dulbecco´s 
phosphate-buffered (D-PBS; Sigma-Aldrich® Ltd, Dorset, UK) suplementado com 
50UI/mL de penicilina, 50 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2,5 μg/mL de 
anfotericina B (Sigma-Aldrich®). Utilizando um punch estéril (KRUUSE®) de 8mm 
próprio para biópsia, foram retirados 8 fragmentos de endométrio (explantes) de 
regiões intercarunculares, inseridos em 25 ml de solução de Hank’s Balanced Salt 
(HBSS; Sigma-Aldrich®) suplementado com 50 UI/mL de penicilina (Sigma-Aldrich®), 
50 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2.5 μg/mL de anfotericina B (Sigma-
Aldrich®).  
Na sequência, os explantes foram imersos na mesma solução suplementada 
de Hank´s Balanced Salt por mais duas vezes, já no interior da cabine de segurança 
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biológica, para então serem transferidos para placas de cultura celular de 24 poços 
(um explante em cada poço, totalizando oito poços por animal). Cada poço continha 
1mL de meio completo de cultura composto por RPMI 1640 (GIBCO®), Soro fetal 
bovino (Cultilab®) pré-tratado por 24 horas com T-70 dextran (Sigma-Aldrich® C6241) 
e carvão livre de esteroides (Sigma-Aldrich®) e suplementado com 50 UI/mL de 
penicilina (Sigma-Aldrich®), 50 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 2.5 μg/mL 
de anfotericina B (Sigma-Aldrich®). 
 
2.4. Determinação do perfil de produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio 
bovino ex vivo de vacas mestiças e da raça Nelore em diferentes concentrações de 
lipopolissacarídeos 
 
Com o objetivo de avaliar o perfil da produção das interleucinas IL-1β e IL-6 
pelo endométrio bovino exposto ao LPS, foram utilizados explantes coletados de 
vacas mestiças leiteiras (n=17) e da raça Nelore (n=15) e estes foram submetidos aos 
tratamentos descritos a seguir. Além do meio de cultura completo (1 mL), um par de 
poços foi submetido ao tratamento com LPS e cada poço recebeu uma determinada 
concentração, sendo eles: a) tratamento 1 - concentração final do meio com 1 μg/mL 
de Lipopolissacarídeos (E. coli 0111:B4 – Sigma-Aldrich® L2880); e b) tratamento 2 - 
concentração final do meio com 2 μg/ml de Lipopolissacarídeos (E. coli 0111:B4 – 
Sigma-Aldrich® L2880). 
As placas de cultura foram levadas para estufa de CO2 à temperatura de 37ºC 
onde permaneceram por 24 horas. Transcorridas 24 horas, as placas foram retiradas 
da estufa de CO2 e levadas para cabine de segurança, onde os sobrenadantes foram 
retirados e congelados e os explantes pesados e armazenados em formaldeído a 
10%. 
 
2.5. Avaliação da influência da progesterona e do estradiol na produção de 
interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio bovino exposto a lipopolissacarídeos 
 
Com o objetivo de avaliar a influência dos hormônios progesterona e estradiol 
na produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio bovino quando submetido 
ao LPS, os explantes foram submetidos aos tratamentos descritos a seguir. Além do 
meio de cultura completo (1 mL), cada par de poços foi submetido a um tratamento, 
31 
 
sendo eles: a) Dois controles: meio de cultura completo (1mL); b) Progesterona: 
concentração final do meio contendo 5 ng/ml de progesterona (Sigma-Aldrich® P8783) 
(1mL); c) Estradiol: concentração final do meio contendo 3 pg/mL de estradiol (Sigma-
Aldrich® E2758) (1 mL). 
As soluções estoque e base dos hormônios eram de 20μg/mL diluídas em 
etanol absoluto (ITAJÁ®). Transcorridas às 24 horas, as placas foram retiradas da 
estufa de CO2 e levadas para cabine de segurança e os sobrenadantes retirados e 
descartados.  
Um poço de cada par dos tratamentos realizados no primeiro dia, além de 
receberem o respectivo meio de cultura, foram tratados com 1mL de LPS na 
concentração de 1 μg/ml. Em seguida, foram levados novamente à estufa de CO2 à 
temperatura de 37º onde permaneceram por mais 24 horas. 
Após 48 horas do início do experimento, os sobrenadantes de todos os poços 
foram retirados e congelados para posterior análise através do método de ELISA. Os 
explantes foram pesados e colocados em tubos tipo eppendorf contendo 0,8 mL de 
RNA later (Ambion®). 
 
2.6. Determinação do perfil de produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio 
bovino ex vivo de vacas mestiças e da raça Nelore sob diferentes concentrações de 
progesterona 
 
Com o objetivo de avaliar a produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo 
endométrio bovino sob diferentes concentrações de progesterona, foi realizada a 
dosagem sérica de progesterona a partir das amostras de sangue coletadas no 
momento do abate. 
As amostras de sangue colhidas das carcaças dos animais no momento do 
abate foram mantidas em caixa térmica devidamente refrigeradas e conduzidas ao 
laboratório, onde foram centrifugadas a 720g durante 10 minutos em centrífuga clínica 
Global Trade (modelo 80-2B-15mL). O soro separado foi acondicionado em 
microtubos tipo eppendorf e armazenados em ultrafreezer a -80ºc para posterior 
análise e dosagem de progesterona através da técnica de quimioluminescência 
(LIMA, 2012; LOPES et al., 2015). 
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De acordo com as concentrações plasmáticas de progesterona obtidas, os 
animais foram divididos em três grupos, sendo eles: 1) P4 < 1ng/mL; 2) 1< P4< 5ng/mL 
e 3) P4 > 5ng/mL. 
 
2.7. Técnica de ELISA 
 
O método de ELISA foi realizado para determinação das interleucinas 
presentes no sobrenadante. As concentrações de IL-6 e IL-1β foram mensuradas de 
acordo com as instruções do fabricante incluídas nos kits de ELISA específicos para 
cada citocina (ThermoScientific® Bovine IL-6 Reagent Kit; Rockford, USA.; 
ThermoScientific® BovineIL-1Β Reagent Kit). 
 
2.8. Análise estatística 
 
Para análise estatística e confecção dos gráficos foi utilizado o programa 
estatístico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o fator 
animal foi considerado como unidade experimental. Os dados foram tabulados em 
planilhas do programa Microsoft Excel e a estatística descritiva apresentada em média 
e erro padrão da média. 
Para avaliar a diferença nas concentrações de IL-1Β e IL-6 quando os explantes 
foram submetidos a diferentes concentrações de LPS durante 24 horas, inicialmente, 
os dados foram submetidos ao Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se 
apresentavam ou não distribuição paramétrica. As variáveis com distribuição 
paramétrica foram submetidas à análise de variância (ANOVA paramétrica) e pós-
teste de Comparação Múltipla de Bonferroni. As variáveis com distribuição não-
paramétrica foram analisadas pelo teste de Kruskall-Wallis (ANOVA não-paramétrica) 
e pós-teste de Comparação Múltipla de Dunn’s. 
Para verificar a influência da raça, ciclo estral e diferença entre os hormônios 
esteroides, utilizou-se a análise de variância (Two-way ANOVA) e nas situações onde 
houve significância, o pós-teste de Comparação Múltipla de Bonferroni foi conduzido. 
O nível de significância para todos os testes foi de 95% (P<0,05). 
 
3. RESULTADOS 
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3.1. Produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fêmeas 
da raça Nelore e mestiças expostos a diferentes tempos e concentrações de 
lipopolissacarídeos 
 
Para avaliar o perfil de produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio 
bovino quando submetido ao LPS, foram utilizados explantes de vacas mestiças 
leiteiras e da raça Nelore expostos durante 24 horas sob as concentrações de 1 e 2 
μg/mL de LPS. Em relação ao explantes de fêmeas Nelore, houve acúmulo 
dependente da concentração de LPS para IL-1β (P=0,0116) e independente para IL-
6 (P<0,0001) (Figura 1A, 1D). Já em relação aos explantes endometriais coletados de 
fêmeas mestiças, houve acúmulo de IL-1β (P=0,0033) e IL-6 (P=0,0017) após as 24 
horas de exposição e este acúmulo não foi dependente da concentração de LPS no 
meio (Figura 1B,1E). 
Não houve diferença no acúmulo das IL-1β e IL-6 entre as raças avaliadas 
quando estimuladas com concentrações de LPS de 1 ou 2 μg/mL no meio de cultivo 
celular, durante 24horas (Figura 1C, 1F). 
 
 
Figura 1. Resposta das interleucinas 1β e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de 
fêmeas da raça Nelore e Mestiças frente à exposição a diferentes concentrações de 
lipopolissacarídeos durante 24 horas. Explantes de endométrio intacto de fêmeas Nelore 
(n=17) e Mestiças (n=12) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 ou 2 μg/mL de 
lipopolissacarídeos (LPS) (E. coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram retirados após 24 horas 
para mensuração do acúmulo de IL-1β (A,B) e IL-6 (D,E). Os resultados foram apresentados 
por meio da concentração média por mg de tecido + erro padrão da média. Letras diferentes 
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indicam diferença estatística por ANOVA com pós-teste de Comparação múltipla de 
Bonferroni (A,B,D,E) e análise de variância (Two-way ANOVA) (C,F), a 5% de significância 
(P<0,05).  
 
Também não foi observado diferença na concentração de IL-1β e IL-6, entre as 
raças, nos cultivos dos explantes durante 48 horas (Figura 2). A mensuração do 
acúmulo de IL-6 foi semelhante nas primeiras 24 horas ao se comparar com a 
concentração entre 24 e 48 horas de cultivo (Figura 2 D-F). Já para a IL-1β o acúmulo 
foi maior nas primeiras 24 horas, reduzindo entre 24 e 48 horas de cultivo (Figura 2 
A-C). 
 
Figura 2. Resposta das interleucinas 1β e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de 
fêmeas da raça Nelore e Mestiças nas primeiras 24 horas e entre 24 e 48 horas frente à 
exposição de lipopolissacarídeos. Explantes de endométrio intacto de fêmeas Nelore (n=17) 
e Mestiças (n=12) cultivados em meio controle ou meio contendo 1 μg/mL de 
lipopolissacarídeos (LPS) no início (0hs) ou após 24 horas (E. coli 0111:B4). Nos explantes 
expostos a LPS no início (0hs), os sobrenadantes foram retirados após 24 horas para 
mensuração do acúmulo de IL-1β e IL-6. Já nos explantes expostos a LPS após 24 horas, os 
sobrenadantes foram retirados após 48 horas do início do experimento para mensuração do 
acúmulo de IL-1β e IL-6. Os resultados foram apresentados por meio da concentração média 
por mg de tecido + erro padrão da média. Letras diferentes indicam diferença estatística por 
análise de variância (Two-way ANOVA) com pós-teste de Comparação múltipla de Bonferroni, 
a 5% de significância (P<0,05).  
 
3.2. Produção das interleucinas IL-1β e IL-6 pelo endométrio bovino ex vivo de fêmeas 
da raça Nelore e mestiças expostos aos hormônios progesterona e estradiol 
 
Explantes de endométrios bovinos ex vivo pré-tratados com progesterona e 
expostos a 1 μg/mL de LPS responderam significativamente com acúmulo de IL-1β 
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(Figura 3A, 3B) e IL 6 (Figura 3D, 3E) em fêmeas Nelore e mestiças. Entretanto, não 
houve interferência do pré-tratamento com progesterona no acúmulo das IL-1β e IL-6 
ao se comparar com os explantes em meio controle expostos ao LPS. Além disso, a 
resposta ao LPS foi semelhante entre os explantes das raças avaliadas, em ambas 
as interleucinas 1β e 6 (Figura 3C, 3F).  
 
 
Figura 3. Resposta das interleucinas 1β e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de 
fêmeas da raça Nelore e Mestiças, pré-tratados com meio controle ou progesterona nas 
primeiras 24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferença 
estatística por análise de variância Two-way ANOVA a 5% de significância (P<0,05). Os 
resultados foram apresentados através da concentração média por mg de tecido + erro padrão 
da média. Os explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio 
contendo 5ng/mL de progesterona. Após 24 horas, os explantes foram mantidos em meio 
controle ou desafiados com 1 µg/mL de lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4). Os 
sobrenadantes foram retirados após 48 horas do início do experimento para mensuração do 
acúmulo de IL-1β (A-C) e IL-6 (D-F). 
 
Ao realizar o pré-tratamento (24 horas) dos explantes com estradiol e posterior 
exposição a 1 μg/mL de LPS, houve acúmulo significativo de IL-1β e IL-6 tanto em 
fêmeas Nelore (Figura 4A, 4D) como nas fêmeas mestiças (Figura 4B, 4E). Porém, 
não houve interferência do pré-tratamento com estradiol no acúmulo das IL-1Β e IL-6 
ao se comparar com explantes em meio controle expostos ao LPS. Além disso, a 
resposta ao LPS foi semelhante entre os explantes das raças avaliadas, em ambas 
as interleucinas 1β e 6 (Figura 4C, 4F).  
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Figura 4. Resposta das interleucinas 1β e 6 de cultivos de endométrio bovino ex vivo de 
fêmeas da raça Nelore e Mestiças, pré-tratados com meio controle ou estradiol nas primeiras 
24 horas e expostos a LPS entre 24 e 48 horas. Letras distintas indicam diferença estatística 
por análise de variância Two-way ANOVA a 5% de significância (P<0,05). Os resultados foram 
apresentados através da concentração média por mg de tecido + erro padrão da média. Os 
explantes foram pré-tratados durante 24 horas com meio controle ou com meio contendo 3 
pg/mL de estradiol. Após 24 horas, os explantes foram mantidos em meio controle ou 
desafiados com 1 µg/mL de lipopolissacarídeos (E.coli 0111:B4). Os sobrenadantes foram 
retirados após 48 horas do início do experiemento para mensuração do acúmulo de IL-1β (A-
C) e IL-6 (D-F). 
 
3.3. Produção de interleucinas IL-1β E IL-6 pelo endométrio bovino sob diferentes 
concentrações de progesterona e expostos a lipopolissacarídeos 
 
Como não houve diferença entre os explantes de fêmeas da raça Nelore e 
mestiças, os animais foram agrupados para se investigar o efeito das diferentes 
concentrações de progesterona na produção das interleucinas IL-1β e IL-6. Após a 
dosagem de progesterona, os animais foram reagrupados de acordo com a 
concentração de progesterona no soro, da seguinte forma: 1) P4 < 1 ng/mL (n=6); 2) 
1 < P4 < 5 ng/mL (n=8) e 3) P4 > 5 ng/mL (n=17). Os explantes acumularam mais IL-
1β (P=0,0092) e IL-6 (P<0,0001) em resposta ao LPS. Entretanto, não houve diferença 
entre os grupos (concentrações distintas de P4) em relação às concentrações de IL-
1β (P=0,8352) e IL-6 (P=0,0527) (Figura 5).  
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Figura 5. Resposta das interleucinas 1β (A) e 6 (B) de cultivos de endométrio bovino ex vivo 
de fêmeas da raça Nelore e Mestiças em meio controle ou meio contendo 1 μg/mL de 
lipopolissacarídeos, após 24 horas de cultura. Os animais foram agrupados de acordo com as 
concentrações séricas de progesterona: P4 < 1 ng/mL (n=6); 1 < P4 < 5 ng/mL (n=8); P4 > 5 
ng/mL (n=17). Os resultados foram apresentados por meio da concentração média por mg de 
tecido + erro padrão da média. Os dados foram avaliados por análise de variância (Two-way 
ANOVA) com nível de significância de P<0,05.  
 
4. DISCUSSÃO 
 
Utilizou-se a proposta de cultura de órgãos ex vivo de endométrio bovino, 
conforme técnica descrita por Borges, Healey e Sheldon (2012), no intuito de manter 
a arquitetura das células no tecido e reduzir os efeitos de fatores humorais e da 
imunidade adaptativa in vivo (SAUT et al., 2014) e, desta forma verificar como o fator 
raça e aptidão interferem na resposta imune inata do endométrio bovino quando 
estimulado por LPS de bactérias gram-negativas como a E. coli (ELLIOT et al., 1968; 
HUSZENICZA et al., 1999), uma das principais bactérias responsáveis por infecções 
uterinas no pós-parto (WILLIAMS et al., 2005). 
Os explantes de endométrio bovino de fêmeas da raça Nelore e mestiça 
responderam ao estímulo do LPS, com aumento de IL-1β e IL-6, corroborando na 
validação da técnica de Borges, Healey e Sheldon (2012), tanto em relação à 
concentração como ao tempo de exposição ao LPS. Estes resultados reforçam a 
importância do endométrio como barreira essencial nas infecções uterinas e no 
reconhecimento de PAMPs, o qual é dependente de receptores de reconhecimento, 
como os TLR4, expressos pelas células endometriais (HERATH et al., 2006, 2009; 
SHELDON & BROMFIELD, 2011). 
A utilização deste modelo experimental de explantes de endométrio já está bem 
estabelecida e é frequentemente utilizado em pesquisas de diferentes espécies, como 
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em cadelas, na busca de melhor entendimento do complexo piometra – hiperplasia 
endometrial cística (SILVA et al., 2012) e em bovinos (BERTAN MEMBRIVE et al., 
2014; GUNARETNAM, PRETHEEBAN e RAJAMAHENDRAN, 2013; HEALEY et al., 
2016; TURNER et al., 2016). 
A hipótese de que endométrios de fêmeas mestiças leiteiras, por serem animais 
híbridos Bos taurus x Bos indicus e de aptidão leiteira, montariam uma resposta imune 
inata diferenciada, com aumento das IL-1β e IL-6 na exposição ao LPS, em relação 
às fêmeas de raça Nelore (Bos indicus) de aptidão para corte, foi descartada, pois não 
se observou diferença na resposta destas interleucinas em explantes de endométrios 
quando expostos a diferentes tempos e concentrações de LPS e a pré-tratamentos 
hormonais. Este resultado corroborou com os resultados de Saut et al.(2014), que não 
encontraram diferença na resposta entre vacas de aptidão leiteira e de corte, ambas 
da espécie Bos taurus, em relação à concentração ou expressão gênica de 
interleucinas pró-inflamatórias, utilizando o mesmo modelo experimental de explantes 
de endométrios bovinos expostos a 1 µg/ml de LPS ou 1x103 CFU/mL de E. coli. 
Entretanto, discordou de estudos que mostram que raças Bos taurus 
desenvolvem uma resposta inflamatória mais intensa a patógenos do que raças Bos 
indicus, promovendo uma inflamação crônica. Segundo Piper et al. (2008) e (2010), 
em estudos com infestação induzida de carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) 
microplus em animais Bos taurus e Bos indicus, ocorreu maior expressão dos genes 
associados à reposta imune inata que induzem quimiotaxia e ativação de neutrófilos, 
como CXCL8, CXCL2 e CXCL5, em animais Bos taurus, com intensa resposta 
inflamatória quando comparados aos Bos indicus. Em outro estudo, onde foram 
induzidas infecções experimentais com Theileria annulata, ao se comparar bezerros 
taurinos e zebuínos, observou-se o excesso de estimulação das vias que envolviam 
citocinas pró-inflamatórias, com intensa produção de proteínas de fase aguda nos 
bezerros taurinos, ao contrário dos zebuínos, que apresentaram menor estimulação 
do sistema imune inato, com respostas inflamatórias mais brandas (GLASS et al., 
2005). 
Ao se trabalhar com cultivos celulares específicos de fibroblastos isolados da 
pele de vacas Holandesas, Benjamin et al. (2016) mostraram que estas fêmeas 
apresentavam níveis mais altos de IL-8 em resposta ao tratamento com 100 ng/ml de 
LPS e 1 ng/ml de IL-1β, do que culturas de fibroblastos de fêmeas da raça Angus, 
além de maior expressão de genes relacionados ao reconhecimento de PAMPs e da 
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ativação da cascata do NFΚβ, sugerindo que animais da raça Holandesa detectam e 
respondem a infecções por bactérias gram-negativas com maior vigor do que animais 
Angus. Sendo assim, mesmo sendo ambas as raças de origem taurina, foi observada 
diferença na produção das interleucinas de acordo com aptidão, para leite 
(Holandesa) ou para corte (Angus). 
Um melhor entendimento nas variações das respostas imunes inatas entre as 
raças propiciariam novos cruzamentos, seleções ou práticas de manejo no intuito de 
obter animais mais hábeis na eliminação de patógenos (BENJAMIN et al., 2016, 2015; 
KANDASAMY et al., 2011), principalmente nessa fase pós-parto onde há um desafio 
muito grande para vacas leiteiras, que consequentemente, se tornam mais 
predispostas à ocorrência de doenças, especialmente as uterinas (BORGES et al., 
2013; LEBLANC, 2012; SHELDON et al., 2009). 
Pesquisas relacionadas à glândula mamária têm mostrado que vacas que 
apresentam menor intensidade na resposta imune inata, em cultivos in vitro de 
fibroblastos da derme frente à exposição por LPS, são mais eficientes em conter 
infecções intra-mamárias experimentais por E.coli e retornam mais rapidamente a 
produção leiteira (KANDASAMY et al., 2011). 
Não foram encontrados estudos relativos à intensidade da resposta imune 
inata, entre Bos taurus e Bos indicus ou vacas de aptidão leiteira e corte, com foco 
nas infecções uterinas. Entretanto, sabe-se que em relação às raças de corte e leite, 
a incidência e as conseqüências das doenças uterinas no pós-parto são distintas, uma 
vez que, em vacas mestiças leiteiras esses índices são elevados e interferem no 
desempenho reprodutivo futuro dos animais. Fato que não ocorre com vacas de 
origem zebuína, que apresentam baixa incidência de doenças uterinas e estas na 
maioria das vezes não comprometem os índices reprodutivos (MARQUES JÚNIOR, 
MARTINS e BORGES, 2011; SANTOS et al., 2009). 
Buscando avaliar a resposta imune inata uterina em outras condições 
fisiológicas, na tentativa de se encontrar diferenças entre as raças, foi proposto o pré-
tratamento com os hormônios esteroides progesterona e estradiol. Mesmo nessas 
condições não foi possível observar diferença na resposta ao estímulo com LPS, 
reforçando a tese de que as diferenças raciais ou de aptidão possam não interferir na 
síntese das interleucinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6. Além disso, corroborou com 
os achados de Saut et al. (2014), que verificaram que não há efeito dos hormônios 
esteroides ovarianos exógenos, nem inibição dos seus respectivos receptores 
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nucleares de certas citocinas e quimiocinas de tecido ou células endometriais na 
resposta ao LPS ou E. coli. Estes autores verificaram o efeito na resposta imune inata 
uterina apenas quando foi adicionado ao meio o glicocorticoide dexametasona, um 
reconhecido modulador da resposta imune inata (KERN et al., 1988; WAAGE e 
BAKKE, 1988). 
Na pesquisa de Saut et al. (2014) foram utilizados explantes de endométrios 
bovinos Bos taurus de aptidão para corte, que, além de não verificar o efeito de 
hormônios ovarianos esteroides externos, também não verificaram efeito dos estágios 
do ciclo estral. Os resultados do presente estudo sugerem que o mesmo ocorra 
também com fêmeas Bos indicus de aptidão corte e fêmeas híbridas Bos taurus x Bos 
indicus de aptidão leiteira. No entanto, reforça-se que estes resultados ex vivo não 
refletem o observado in vivo, onde a predominância destes hormônios interferem na 
resposta imune dos animais (HERATH et al., 2006; SU et al., 2009; WIRA et al., 2010). 
De acordo com Martin et al. (2008) e Figueiredo et al. (1997), existem 
diferenças importantes na fisiologia e comportamento reprodutivo dos animais 
taurinos e zebuínos. Contudo, com base nos resultados encontrados, não houve 
diferença na resposta in vitro das interleucinas 1β e 6 entre as raças estudadas, o que 
torna necessário a busca por outras hipóteses que visem esclarecer a maior 
predisposição dos animais mestiços e de aptidão leiteira às doenças uterinas no pós-
parto, bem como os fatores externos que possam interferir na resposta imune in vivo 
destes animais. 
Desta forma, sugere-se que outros fatores presentes no pós-parto de vacas 
mestiças leiteiras, como o balanço energético negativo, hipoglicemia e hipocalcemia, 
manejo do periparto, a parição, entre outros, sejam responsáveis pela depressão da 
resposta imune inata nestes animais e menor resistência das células de defesa frente 
ao desafio bacteriano (ALERI et al., 2016; ESPOSITO et al., 2014; WATHES et al., 
2009; WEISDORF, CRADDOCK e JACOB, 1982). Recentemente, Turner et al. (2016) 
mostraram a interferência negativa do estresse metabólico energético na resposta 
inflamatória a PAMPs do tecido endometrial bovino, demonstrando a integração entre 
o metabolismo energético e a imunidade inata no endométrio bovino. Portanto, 
delineamentos experimentais utilizando como ferramentas os explantes e as células 
de endométrio bovino, tem se tornado uma alternativa interessante na busca de 
determinar os mecanismos que interferem na imunidade inata uterina. 
 
41 
 
 
5. CONCLUSÕES 
 
Os explantes de endométrios intactos de vacas da raça Nelore e vacas 
Mestiças apresentam respostas semelhantes e acumulam IL-1β e IL-6 frente à 
exposição de lipopolissacarídeos (LPS), durante 24 horas. 
Não houve efeito das diferentes concentrações de progesterona na produção 
das interleucinas e os hormônio esteroides progesterona e estradiol não influenciam 
na resposta de IL-1β e IL-6 quando desafiados com LPS no meio de cultivo celular. 
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APÊNDICE A 
 
 
Apêndice 1A: Placa de cultivo no primeiro período de cultura (0 - 24 horas). 
 
 
Apêndice 2A: Placa de cultivo no segundo período de cultura (24 - 48 horas). 
 
 
 
 
 
 
  
